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. La Traduzione (Parte 1) 
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tRNA nella sintesi proteica 
Attivazione degli aminoacidi 
Amminoacil-tRNA-sintetasi 
Struttura del ribosoma 
Siti di legame e centri attivi nel ribosoma 
Fasi della traduzione 
Inizio della traduzione: procanoti ed eucahoti 
Codone di inizio 
Formi lazione 
Fattori di inizio 
Sequenza Shine-Dalgarno (Proarioti) 
Scansione e sequenza di Kozak (Eucanoti) 



Traduzione o Sintesi Proteica 



Traduzione - conversione dell'informazione contenuta 
negli acidi nucleici in sequenza amminoacidica 



• A. Ciascun tRNA è legato ad un amminoacido specifico 



• B. Ciascun tRNA riconosce uno specifico codone 
dell'mRNA 



• C. L'interazione fra codoni sequenziali nell'mRNA e 
specifici aa-tRNA porta alla sintesi di un polipeptide 
formato da una sequenza specifica ed ordinata di 
amminoacidi 
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Quadri di lettura 
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Differenze fra procarioti ed eucarioti 



5'UTR 
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Procarioti: RNA policistronico. Posizionamento sequenza shine-dalgarno 
Eucarioti: RNA monocistronico. Scanning mRNA e ricerca codone di inizio 
RBS: ribosome binding site (sito di legame per il ribosoma) 



Sequenza SD e Kozak 




IòSrRNA 
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Procarioti: RNA policistronico. Posizionamento sequenza shine-dalgarno 
Eucarioti: RNA monocistronico. Scanning mRNA e ricerca codone di inizio 



RBS: ribosome binding site (sito di legame per il ribosoma) 
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Poliribosomi 
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Uno stesso mRNA viene tradotto simultaneamente da più ribosomi 
Poliribosomi, sia in elicanoti che in procarioti 
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Poliribosomi 
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Uno stesso mRNA viene tradotto simultaneamente da più ribosomi 
Poliribosomi, sia in elicanoti che in procarioti 



Attivazione amminoacido 
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Primo passaggio: attivazione amminoacido 
Aa + ATP ->aa-AMP 
Aa-AMP + tRNA -> aa-tRNA 



9 



Attivazione amminoacido 




Amminoacido 



NH | 



M — C — R 



0 = C 



0 OH 



"0— P — 0 



tRNA 



Figura 1 3 4 Ammino «dazione del tRNA 



vanite il suo 
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Aa-AMP viene legato al gruppo 3'OH o al gruppo 2'OH del terminale 3' del tRNA 



Amminoacil-tRNA sintetasi 



N 000 MOO 00 

* I + 11» 

►V«-C-COO- ♦ -O-P-O-P-O-P-O CHj a c-c-o p o oh, a* o p-o-p-o- 

m -o -o *ó „ I Mi*ih<*m a ~o s\ 



OM OH OH OH 



M) Ammrxxmdo ATP 



o o o 

♦ Ha 

M/l-C-C-O POCM, A A A "O P O 



m 



L^°N # Il — K°N^^. A I — K 0n J # L" 0v J 



c=o 

LN—C—H 



P aplD - Biologia Molocolare 



Primo passaggio: ADENILILAZIONE (AMP legato ad amminoacido) 

Legame estere ad alta energia fra gruppo carbonilico dell'amminoacido, e P in 5' 

dell'AMP 

Secondo passaggio: caricamento dell'aa attivato sul 3' o 2' del ribosio terminale (in 
del tRNA 

Legame a gruppo OH, pedita dell'AMP dall'aa 



Amminoacil-tRNA sintetasi 




La coppia di basi U1-A72 
' si rompe 



classe I 
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accetlore 
una profonda 
della proteina 



L'ATP si lega 

in prossimità dello steto 

accetto re 



L'ansa dellanticoòone 
è distorta a livello 
di U35-U36 
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Aa-tRNA sintetasi 

Due classi di enzimi, legame al 2'OH o al 3'OH 




tRNA sintetasi di classe I e di classe II 

Classe I: legano aa al 2' OH, generalmente monomerici 

Classe II: legano aa al 3' OH, generalmente dimerici o addirittura tetramerici 




Numero codoni > numero tRNA > numero di aa 



Una stessa amminoacil-tRNA sintetasi può legare lo STESSO aa su diversi tRNA, che 
vengono chiamati ISOACCETTORI 

Di conseguenza, necessarie almeno 20 diverse amminoacil-tRNA sintetasi 
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Legame ad alta energia 



ti* 
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tRNA-aa-sintetasi altamente specifica. 
Riconosce sia aa che specifico tRNA 

Sintetasi depositaria del codice genetico, perchè mette in relazione, legandoli 
fisicamente, un dato aa ad un dato codone 



Amminoacil-tRNA sintetasi 



ti* 




Aa "caricato" con ATP da sintetasi, poi legame spostato a tRNA 
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Specifici ed altamente discriminanti, anche nel caso di aa che hanno una struttu 
chimica molto simile 



ra 




reazione di "attivazione" reazione di "caricamento" 

dell'aminoacido del tRNA 
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Aa-tRNA sintetasi riconosce gruppi chimici specifici sia sull'aa che sul tRNA, al fin 
riconoscere entrambi e legarli 




Sito per aa, per tRNA, per ATP 




Aa-tRNA sintetasi punto di controllo, associazione specifica aa e corrispondente tRNA 
Se aa viene modificato dopo il legame con tRNA, viene incorporato aa modificato, 
senza più alcun controllo 

Il ribosoma quindi riconosce il tRNA, ma non è in grado di riconoscere se il 
corrispondente aa, legato al tRNA, è corretto 



Appaiamento antiparallelo 



mRNA 5 




Direzione della 
traduzione 
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rRNA, tRNA, mRNA 



Un ribosoma lega mRNA e tRNA 
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Nel processo di traduzione, le 3 principali classi di RNA (ribosomale, messaggero, 
transfer) interagiscono tutti insieme 



Ribosoma e tRNA 




Il ribosoma porta tre tRNA 
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Nel ribosoma possono essere contemporaneamente presenti 3 tRNA 
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Ribosoma procariotico ed eucariotico 



Hibo*om* procariotico 



rflNA 23S (2900 nt> 
rfìNA5S 020 f*) 

34 proteine 



rflNA16S <1S40ntH 



Figura 1%i Composuione molecolare dei 
rlbosom* pro< jMDtif . fu r> ,v.. »..u coi») 
ed euca.f1ot.icl (Nomo sapiens). I valori di km- 
gheira degli rRNA sono arrotondati. * numero 
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Struttura del ribosoma 



La subunità 30S ha una piattaforma 



Fessura ricca 
di RNA 



X 



Testa 



Piattaforma 
Collo Corp 



3orpo 
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Struttura del ribosoma 



ti 



La subunità 50S ha tre elementi caratteristici 



1 



5S 

Protuberanza 
centrale 



Peduncolo 
L7 

Incavo 
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§ Struttura del ribosoma ™ 






30S + 50S = 70S 
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Modelli strutturali ^ 

* - 
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rRNA 16S rflNA 5S rRNA 2JS 
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Siti del ribosoma 

• Ciascun ribosoma ha 
3 siti di associazione 
con i tRNA: ogni sito 
riceve ciascun tRNA 
in passaggi 
successivi 

- A (aminoacyl) site 

- P (peptidyl) site 

- E (exit) site 

• Inoltre è presente un 
canale per 
permettere l'uscita 
della catena 
polipeptidica 
neosintetizzata 
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3 tRNA possono legare siti nel ribosoma 

A: tRNA legato ad aa 

P: tRNA legato a pepotide in sintesi 

E: tRNA utilizzato, che viene elimiato dal sito di uscita 

Canale nel ribosoma che permette uscita della catena polipeptidica 
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Centri attivi del ribosoma 



Il ribosoma ha diversi centri attivi 



Sito 5S 

L5/L8/2 




Membrana 



Sito di tyscfta 



Sito A 



del polipepftde 



A Legame Sito del 
dell'mRNA fattore G 





mRNA 
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Subunità minore 




URNA ribosomale è esposto sulla su 
della subunità 30S 
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RNA ribosomale nella subunità 30S esposto, può interagire con mRNA e con tRNA 
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Cavità fra subunità minore e subunità maggiore, contiene i 3 tRNA 

Anticodoni tRNA localizzati insubunità minore 
Aa legati ai tRNA localizzati in subunità maggiore 



Contatti con i tRNA 




I siti dei tRNA si estendono attraverso 
entrambe le subunità 



L'estremità dell'amminoacido 



dei tRNA interagisce con 
la subunità grande 
del ribosoma 




Gli anticodoni sono legati a 
triplette adiacenti dell'mRNA 
nella subunità ribosomale piccola 
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I tRNA interagiscono contemporaneamente con subunità maggiore e con subunità 
minore del ribosoma 
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La conformazione può cambiare 



La conformazione dell'rRNA può cambiare 
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Legami fra basi in rRNA possono cambiare in funziona dell'attività del ribosoma 
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Sintesi peptide 




••' « IMO 
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Fasi della traduzione 
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Fasi: inizio, allungamento, terminazione 
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Fasi della traduzione 
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Le subunità si riciclano 




Fattori 
w di inizio 

; Subunità 30S Subunità 
i con fattori separate 
• di inizio 



Pool di 
nbosomi 
liberi 




Inizio 



Allungamento Terminazione 
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A fine ciclo, subunità maggiore e minore si staccano, e vongono riciclate per nuovo 
ciclo di traduzione 





Fattori di traduzione 



IF: Initiation Factor 
(Fattore di Inizio) 




EF: Elongation Factor 
(Fattore di Allungamento) 



RF: Release Factor 
(Fattore di Terminazione) 
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Processo richiede intervento di molteplici fattori di trascrizione, necessari per la 
sintesi proteica: 
Già accennati: 

Fattori di trascrizione: 
EF-Tu porta l'aa-tRNA 
EF-G causa traslocazione 

Esistono anche fattori di rilascio, detti RF 



Tabella fattori di traduzione 



ti* 





Procarioti 


Eucarioti 


Inizio 


IF-1, IF-2, IF-3 


elF-1,elF-1A, elF-2, 






elF-2B ; elF-3, elF-4 A 






elF-4B # elF-4E, elF-4G, 






elF-5 


Allungamento 


EF-Tu, EF-Ts, EF-G 


eEF-la, eEF-1/fy eEF-2 


Terminazione 


RF-1,RF-2, RF-3 


eRF-1, eRF-3 
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Step 1 . Legame fra il codone di inizio 
(AUG, Met) alla subunità ribosomale 
piccola 



Inizio della traduzione (P1) 




Procarioti 

La sequenza Shine-Dalgarno 
sulImRNA è complementare ad una 
regione dell'rRNA 16S 



Fattori di inizio: 

- IF1 lega la subunità SOS ali mRNA 




UAC 



- IF2 recessa r>o per il legame del primo tRNA 

- IF3 impedisce il legame con la subumtà 
maggiore 
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Nei procarioti (P): 

Posizionamento mRNA su sequenza Shine-Dalgarno (su mRNA) complementare a 
regione rRNA 16S in subunità minore 
Fattori di inizio: IF1, IF2, IF3 

I FI: lega subunità minore. Impedisce legame dei tRNA al sito A 
IF2: lega il primo tRNA (Formil-Met) al sito P 
IF3: blocca il legame della subunità maggiore 



Fattori di inizio IF1, IF2, IF3 




fMet tRNA 
iniziatore 



Impedisce il legame 
con la subunità 
maggiore: Occupa 
regione che formerà 
sito E 



GTPasi 

Necessano per il legame 
del primo tRNA (fMet) 
Interagisce con la 
subunità minore, IF1 e 
fMet-TRNA, nella regione 
che formerà sito P 



Lega la subunità 30S all'mRNA 
Impedisce il legame di altri 
tRNA alla regione della 
subunità minore che formerà il 
sito A 
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Nei procarioti (P): 

Posizionamento mRNA su sequenza Shine-Dalgarno (su mRNA) complementare a 
regione rRNA 16S in subunità minore 
Fattori di inizio: IF1, IF2, IF3 

I FI: lega subunità minore. Impedisce legame dei tRNA al sito A 
IF2: lega il primo tRNA (Formil-Met) al sito P 
IF3: blocca il legame della subunità maggiore 



Fattore di inizio IF-3 (P) 




IF-3 controlla l'equilibrio fra le subunita 
dei hbosomi 



Subunnà Pool di 
libere nbosomi 70S 

Equilibrio 

dinamico 

IF-3 A4 ^ 



La subumtà 30S con IF-3 
si può legare ai mRNA 
ma non può legarsi 
alla subu nnà 50S 



IF-3 deve essere rilasciato 
prima che si possa unire 
la subunita 50S 
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IF-3 si lega alla subunità minore. 

Associazione a sequenza Shine-Dalgarno, posizionata a 3-10 nt da +1 




Inizio della traduzione (P2) 




Step 2. 

• Legame del pnmo tRNA (tRNA Mcl ) 

• Inserimento nel sito P mediante IF 2 



Step 3. 

Legame della subunità maggiore 

• I fattori di inizio IFs vengono rilasciati 
permettendo il legame della subunità 
maggiore 




mRNA 
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IF-2 permette legame primo tRNA in sito P 
IF-2 lega GTP 

Legame subunità maggiore richiede energia, fornita da idrolisi GTP portata da IF- 




Dissociazione ribosoma 

IF3: impedisce legame subunità maggiore 

I FI: lega mRNA 

IF2: legame con tRNA-met 

Distacco 1 e 3 

Legame subunità maggiore 

Complesso di inizio: mRNA, ribosoma subunità maggiore e minore, fMet-tRNA 



Sequenza Shine-Dalgarno 



L aug è preceduto da una Mamma di Snine-Dalgamo 



Attacco del 
nbosoma sui 
sito di maio 
delImRNA 




Aggiunta di 
una nudeasi 
per digerire 
tutto I mRNA 
non protetto 



AGGAGG AUG 



dH ìmmumìo 

protetto 
delImRNA 



Determinazione 
della sequenza 



Shme-DaJgamo 
mano di 10 oasi 
a monte di AUG 



AUG 
ai centro 

ci «>ì fr.ir'in-.t-nlo 



Tutte le regioni 
di inizio hanno 
due elementi 
di consenso 
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Procarioti: posizionamento e legame fra sequenza SD e 16S ribosoma 



Posizionamento (P) 



ti* 



^^^^^ ^ Complesso Complesso 

^^^/lurt (AUO) d'inizio 30 S d'inizio 70 S 

Shtr>» Dalgarno 




/303 
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Inizio della traduzione (E1) 




Legame del codone di inizio (AUG, met) alla subunità ribosomale minore 
Eucarioti 

Tre IFs ♦ tRNA^ si legano alla subunità 40$ 

In parallelo, l'mRNA lega altri IFs e la PABP (poliA binding protein) 

Questi complessi si associano ed eseguono uno scanning dell'mRNA fino 
ad incontrare il codone di inizio AUG 
Legame della subunità maggiore 




elF4E 



mRNA complex 
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Inizio nei procarioti: 

elF2, e IF3 ed elFl si legano a subunità minore 

mRNA si lega a elF4G ed elF4E, poliA binding protein, mRNA in forma circolarizzata 
Associazione, fattori IF cercano il codone di inizio su mRNA 
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Primo amminoacido (P) 



Il Met-tRNA iniziatore è formilato 



Gruppo amminico bloccato H 




C=0 

o 




c=o 
ò 



Met-tRNA 



t 



N-formil-met-tRNA 



y 

10-formil-tetraidrofolato ? ._, , . 

tetraidrofolato 



ti* 
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Nei procarioti, a differenza degli eucarioti, il primo amminoacido viene "bloccato" 
gruppo amminico, da una reazione di formilazione 
Il primo aa dei procarioti quindi è formil-metionina 



tRNA iniziatore (P) 



ti* 



l tRNA iniziatore ha caratteristiche distinte 



Amminoacido 

formilato Formile 

Met 

k 
C 
C 
A 

C A 
G. C 
C* G 
G • C 
G. C 



Basi non appaiate 



Necessano per 
la taf milazione 



G a 



C 
U 



CGAG 
■ • • • 

GCUC 

G Uo A 

Co G 



G • CCGGCC 
ÒUCG& 



U A 



^ U G 
A G 



3 coppie di basi GC 



Gì 
Gì 
G. 

U C A 
C A U 



c 
c 
c 

A 



Necessario 
per l ingresso 
nel sito P 
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Il tRNA che lega form-Met è specifico, diverso dal tRNA utilizzato per legare Met 
La sua struttura viene riconosciuta, e questo permette sia la formilazione dell'aa che 
l'ingresso nel sito P 

Questo è l'unico tRNA che può entrare nel sito P (normalmente, gli aa-tRNA entrano 
solo nel sito A) del ribosoma 



Primo amminoacido (P) 





C=0 C=0 
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Formilmetionina solo nei procarioti. 

Eucarioti hanno primo tRNA-met che porta metionina normale 

Sia in procarioti che eucarioti primo tRNA è diverso da quello utilizzato per inserire 
metionina all'interno di un peptide 



Primo amminoacido (P) 




Met-tRNA, 



10-formil 
tctraidrofolato 



M 



II 

! 



( IKSCHjCHj— C— NH — C— O 

CON 

Giuppo 
amminico 

^ bloccato 




N-.ormil-rnet-tRNA, 



Tetraidrofolato 
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dine» 70S 
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Scansione sequenza Kozak (E) 

S'cap m 7 G d M " ri <v 




ì 



Kitxjsomc scanning 
5'cap m 7 C i alic iv 



N N§N N N A U G G N N 3 
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Negli eucarioti, subunità minore esegue una scansione del mRNA, fino a trovare il 
codone di inizio 

La sequenza di riconoscimento sul mRNA viene detta sequenza di Kozak 
Sequenza di Kozak 

Negli Eucarioti, la sequenza di Kozak è una corta sequenza interna dell'mRNA 
(ACCAUGG) riconosciuta dal complesso di pre-inizio della traduzione (comprendente 
la subunità ribosomale minore 40S) mentre questo scansiona l'mRNA a partire dal 
cappuccio al 5'; solo dopo che è avvenuto il legame fra la subunità ribosomale 40S e 
tale sequenza, la subunità ribosomiale maggiore può completare il complesso d'inizio 
consentendo l'avvio della sintesi proteica; all'interno della sequenza di Kozak è 
contenuto il codone d'inizio AUG, codificante per la metionina . 
La sequenza di Kozak è l'equivalente eucariotico della sequenza di Shine-Dalgarno , 
che nei Procarioti identifica il sito di aggancio del ribosoma all'mRNA durante l'avvio 
della sintesi proteica; tuttavia, nei Procarioti non si verifica nessuna scansione a 
partire dal 5', bensì un appaiamento fra basi complemetari dell'mRNA e dell'rRNA 16S 
della subunità ribosomale minore 30S. 



Modello della scansione (E) 
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Figura 15.14 Una versione *empl1icaia dal modello della scansione per Hni/lo detta traduzione, (a) La subunrtn nbosomeJe 
4 OS. materne con i fattori <nmuo. Met tPNA*** e GIR nconoaoe I m'G dei cop On rotto) ol'eatremAO 5 di un rnRNA e permette 
ala subumta ntoosomata d) legarvi». Tutto 9* attn componenti (fattori ecc.) sono stati orna»» par aempactta. (b) La suturata 408 sta 
locando ta scansione det mRNA verso l'estremi ta 3*. olla ricerca dt un codone d'inaio Lungo il tuo cammino ha «voto la struttura 
staio-anta (c f U suturala nr^oaonvua ha kxaazzato un codone d'inox» AUG « ha interrotto la scansione Ora la suturala nboao» 
mala 00S può raggiungere I compea sa o a può avara luogo l'moo 
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La subunità ribosomale riconosce il cap in 5' 

Si lega ad rnRNA, ed effettua la scansione verso il 3' alla ricerca del codone di inizio 
Eseguendo scansione, elimina struttura ad ansa. 

Trovato codone di inizio, termina scansione e si ha legame con subunità maggiore 



Modello della scansione (E) 




L'mRNA ha due caratteristiche riconosciute 
dal r iboa orni 



GCCgCCAUGG 



Cappuccio Sdo di legame 

metilato dei nbosomi 

1 La su bon ita piccola si tega ai cappuccio mettalo 

GCCgCCAUQG 

2 La subunrta piccola migra al silo di tegame 



3 Se I leader è lungo le subunita formano una fila 
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In evidenza la sequenza di Kozak, riconosciuta da subunità ribosomale minore 
Contiene al suo interno il codone di inizio AUG 



Modello della scansione (E) 
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Posizionamento 
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Sequenza Shinc-Dalgarno 
mRNAprocariotico V| ^gg BSiBl» C 
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Riassumendo: 

P: sequenza Shine-Dalgarno 

E: sequenza di Kozak e scansione 




Inizio: procarioti ed eucarioti 
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Procarioti: SD 
Eucarioti: scansione 
Virus (ma non solo): IRES 
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nei procarioti e negli eucarioti 




Inizio negli elicanoti 
Meccanismo complesso 



Prima complesso di pre-inizio: 40S, elF2, tRNA-met con GTP 
Altri fattori, elFl, 1A edelF3 



Complesso di inizio si forma in seguito a legme fattore elF-4F 
Circolarizzazione mRNA 
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